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FRAKTIONIERUNG HPKLEIDER SAUREN MIT HILFE VON 
K?^ILLaRER ELEKTRQPHORESE IN GEGENMIGRATIQN 

Bereich der Erfindimg 

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf elektrophore-- 
tisctxe Separation von Fragmenten nukleider sauren durch 
kapillare Elektrophorese . 
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Hintergrund der Erfindung 

Verfahren zur grCSfienabhangigen Fraktionierung von Mi- 
schungen aus einstrSngigen oder doppelstrSngigen nuklei- 
den sauren sind fUr viele Analyse^ und Zubereitungstech- 
niken in der Biochemie entscheidend. Ein wichtiges Bei-- 
spiel ist die Restriktionsanalyse, bei der eine doppel- 
strangige DNS mit ausgewahlten Restriktionsenzymen aufge- 
schlossen, je nach GrOfie des Auf schlufi fragments fraktio- 
niert lond ^^r\n nach Fragmentpositionen analysiert wird. 



Dieses Verfahren ist beim Molektll-Cloning weit verbrei- 
tet, im die Anzahl und Anordnung von Rest:rlktlonss'telleu 
In einem Cloning-Vekrtor zu bestinmen iind die Einffigestel* 
le lind/ Oder Ausricbtung im Vektor zu best^tigen. 

Die Restriktionsanalyse ist auch ein wichtiges Werkzeug 
bei der Genabbildung, da mit Ihr relativ lange Stticke von 
Chromo somen- DNS abgebildet tmd welter sequenzlert werden 
kOnnen, auf der Basis von RestriktionsfragmentgrCfien und 
tlberschneidung* Bei einer ahnliche flnwendxing hat die Ent- 
deckung von Verbindungen zwlscben einigen genetiscb be- 
dingten Krankheiten und Polymorphismen von Restriktions- 
f ragmentlSngen beim Menschen eine Metliode als Suchtest 
ftir diese genetisch bedingten Krankheiten geliefert* 

Derzeit benutzte schnelle DNS-Sequenzierverfahren beriihen 
auch auf der FShigkeit/ DNS-Fragmente - tlblicherweise 
einstrangige Fragmente - auf der Basis ihrer GroBe zu 
fraktionieren. Beide enzymatischen Sequenziertechniken, 
bei denen zuf allsbestimmte Fragmente mit Dideoxynukleoti- 
den enzymatisch erzeugt werden (Sanger) , und chemische 
Verfahren/ bei denen zuf allsbestimmte Fragmente chemisch 
erzeugt werden (Maxam) , beruhen auf der Fraktionierung 
und Unters Che 1 dung der Fragmente auf der Basis der Frag- 
mentgrOBe. Im einzelnen mufi das Fraktionierverf ahren in 
der Lage sein^ zwischen Fragmenten zu unterscheiden, die 
slch nur durch ein Nukleotid unterscheiden. 

AuBerdem ist die gr OB ena bh a n gi ge E*raktlonierung von Frag- 
menten nuklelder sauren fllr die Isolierung und Relnlgung 
von DNS- Oder RNS -Fragment en slnnvoll. Beim Molektll- 
Cloning werden 1U>licherweise Restriktionsfragmente frak- 
tioniertr um ausgewfthlte Fragmente fUr die Vektor kon- 
struktion zu erhalten« Bei der oligonixkleotiden Synthese 
ist es allg^ein wtlnschenswert, Fragmente mit der ge- 
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wUnschten Oligonukleotidsequenz und Anzahl von Unterein- 
helten zu reinlgeti. 

■ 

Bisher verwendeten Standardverfahren ftir die grOfienabhan- 
5 gige Fraktionierimg von Fragmenten nukleider sauren eine 

feste Oder halbfeste Gelmatrlx ffir die elektrophoretische 
Fragment separation. Im Fall von Fragmenten mit hfiherem 
Molekulargewicht, tlblicherweise melir als ca. 1»000 Basen, 
ist das bevorzugte Geliaaterial Agarose / wobei die Konzen- 

10 tration der Agarose zwischen ca* 0,3% ftir die Separierimg 

von Fragmenten im Bereich von 5-60 Kilobasen bis zu ca. 
2% ftir die Separierung von Fragmenten im Bereich von 
100-3.000 Basenpaaren variieren kann (Maniatis) . Kleinere 
Fragmented tiblictierweise weniger als ca. 1.000 Basenpaa-- 

15 re, werden normalerweise in Polyacrylamidgel separiert. 

Die Konzentration von Acrylamidpolymer kann zwischen ca. 
3,5% ftir die Separierung von Fragmenten im Bereich von 
100-1.000 Basenpaaren und ca. 20% ftir die Separierung im 
Gr&fienbereich von 10-100 Basenpaaren liegen« 

20 

Vor kurzem wurde die DNS -Fragment separation durch kapil- 
lare Elektrophorese (CE) vorgeschlagen (Cohen, 1987, 
1988, Compton, Kaspar) « Bel einem Ansatz (Kaspar) werden 
die Fragmente in einem geligen Polyacrylamid-Medixam in- 

25 nerhalb des Rohrchens separiert* Ftir diesen Ansatz gelten 

viele der BeschrMnkungen bei der konventionellen Elektro- 
phorese mit Acrylamid Oder Agarose: die Unamnehmlichkeit 
des Umgangs mit einem polymerisierten Gel, relativ lange 
Lauf zeiten und die enge Grd&enverteilung von Fragmenten, 

30 die jede gegebene Gelkonzentration auflfisen kann* 

Alternativ wurde die Durchftihrung einer Fragmentsepara- 
tion durch CE in einer PufferlOsung ohne Separationsmedi- 
um vorgeschlagen (Cohen, 1987, 1988 und Conqpton) * Allge^ 

35 
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meizi tiat dieser Ansatz keine tlberelnstimzaenden Oder 
leicht zu Interpretierenden Ergebnisse erbracht«> 

Zusa^enfassunq der Erfindiong 

Es ist ein allgemeines Zlel der vorliegenden Erflndiing/ 
fllr die groBenabli^gige Fraktlonlerung von Fragmenten 
nuJcleider S^uren ein Verfahren vorzuselien, das die oben 
genannten Beschrankiingen im wesentlichen llberwindet oder 
verringert/ die bei elektrophoretisclien Fraktionierver- 
fahren nukleider S&uren auftreten. 

Ein spezielleres Ziel der Erfindung ist es, ein solches 
Verfahren vorzusehen, das eine hohe Auf lOsung bietet, mit 
kurzen Fraktionierzeiten abgeschlossen werden kann und 
nur Fragmentprobenmaterial im Picogrannn-Bereich erfor- 
dert • 

Ein weiteres Ziel der Erfindung ist es, ein solches Ver- 
fahren vorzusehen, das unter einer Vielzahl von variablen 
Elektrophoresebedingungen durchgef tlhrt werden kann, von 
denen einige wShrend eines elektrophoretischen Durchgangs 
eingestellt werden kSnnen, um die Separation zwlschen 
Oder innerhalb von Fragmenten ausgewahlter GrOfie zu opti- 
mieren. 

Es ist ein weiteres Ziel der Erfindung, ein solches Ver- 
fahren vorzusehen, bei dem die effektive Fraktionieriange 
des elektrophoretischen Pfads aufgrund der Gegenmigration 
von Fragmenten nukleider sauren in einer PolymerlOsung in 
eine Richtung, wahrend die LOsiing durch elektroosmoti- 
schen FluB durch ein Kapillarrdhrchen in die Gegenrich- 
tung gezogen wird, wesentlich langer ist als die physika- 
lische L^nge des KapillarrQhrchens, das fllr die Fraktio- 
nierung verwendet wird. 
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Bei der AusObimg des Verfahrens wird eine fiassige Probe 
von Fragmenten nukleider S^xiren in ein Ende des mit einer 
fltissigen ElektrolytlOsiing geftillten KapillarrOhrchens 
5 geftlllt. Die Innenfl^clie des ROtircliens 1st beim pH-Wert 

der Ldsung negativ geladen. Eln Ende des RChrchens wlrd 
tiber die Fltissigkeit in Verbindung mlt elnem kathodlschen 
Beh^lter gebrachtr und das andere Ende des ROhrchens wlrd 
mit einem anodlschen Behaiter in Verbindung gebracht/ der 

10 eine Polymer lOsung aus ungeladenem oder nur schwach gela- 

denem Polymer mlt einem Moielculargewicht von mlndestens 
ca, 10*000 Dalton enthalt, das tlbllcherweise durch eine 
Viskositat von mlndestens ca. 0,015 Pa (15 centipoise) in 
einer 2%lgen Losung bei Raxamtemperatur gekennzeichnet 

15 1st. Bevorzugte Polymere slnd hydroxy llerte Polymere mlt 

elnem Molekulargewicht von ca* 50-200 Kilodalton, die 
durch eine Vlskosltat von ca. 0/2-5 Pa (200-5.000 cent!- 
poise) In einer 2%lgen Losung bei Raumtemperatur gekenn- 
zeichnet slnd. 

20 

Eine Spannung^ die zwischen den Behaitern angelegt wird, 
zieht die PolymerlOsung durch elektroosmotischen FluB in 
und durch das ROhrchen. Die FlleBgeschwlndigkeit der 
Fltissigkeit Im R6hrchen 1st in Richtung des kathodlschen 

25 Behaiters greSBer als die vom Molekulargewicht abhSngigen 

Hlgrationsgeschwindigkelten der Fragment e nukleider SSiu-- 
ren in Richtung des anodlschen Behaiters. Demzufolge be- 
wegen slch die Fragmente nukleider sauren mit h&herem 
Molekulargewicht schneller zum kathodlschen Behaiter als 

30 klelnere Fragmente, und die gesamte Mlgratlonsdistanz 

aller Fragmente im Verhaltnls zum Separatlonsmedium (der 
Polymerf Itlssigkelt) ist wesentlich gr5fier als die Gesamt- 
lainge des KaplllarrOhrchens. 
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Der Grad der Fraktionierimg von Fragmenten nukleider SSu- 
reu kann gema& einem Aspekt der Erf indung verbessert war- 
den, indem die Geschwi ndi gkeit des elektroosmotischen 
Flusses von Polymer lOsung durch das ROhrchen selektiv 
eingestellt wlrd, urn die Dif ferenz zwisclien der Flufige- 
schwindigkeit mid der Migratlonsgeschwindlgkeit der Frag- 
ment e mit ausgewSlhltem Molekulargewlcht zu verrlngem, 
die der Einscli r ankung unterliegt, dafi die elektroosmoti- 
sche Flufigeschwindigkelt grOfier seln mufi als die strom- 
aufwSirtige Migratlonsgeschwindlgkeit: des langsamsten zu 
fraktionlerenden Fragments « Die fi?lrkung der differentia- 
len Verrlngerung der elektroosmotischen Flnfigeschwlndlg- 
keit Oder ErhShung der Fragmentmigration in Gegenrichtung 
ist elne Erhohiing der Nutziange, liber die elektrophoreti- 
sche Migration der Fragment e auftreten kann. 

Die elektroosmotlsche Flufigeschwindigkeit von Polymeria- 
sxzng durch das R&hrchen kann bei einer AusfUhrung einge- 
stellt werden# indem der pH-Wert der Elektrolyt- und der 
PolymerlOsiang/ der die Dlchte negativ geladener Gruppen 
an der Innenwand des Rohrchens steuern soil/ verandert 
wird. Durch ErhOhung Oder Senkung der negativen Ladungs- 
dichte an der Wsuid des RGhrchens wird die elektroosmotl- 
sche Flufige schwindigkeit erhOht bzw. gesenkt* Alternativ 
kann die Migratlonsgeschwindlgkeit von Arten mit h5herem 
Molekulargewicht gestelgert werden, indem die Konzentra- 
tlon von Polymer in der L6sung gesenkt wird. 

Bei einer bevorzugten Ausftihrung des Verfahrens ist das 
Polymer ein wasserl5sllches Hydroxylpolymer/ z.B. Dex- 
tran, Polyvlnylalkohol, und wasserlosliche Zellulosever- 
bindungen, z.B. Methyl zellulose und Hydroxyethylzellulo- 
se. Das Polymer hat vorzugswelse ein Molekulargewicht von 
mindesteiis ca. 50.000 Dal ton oder 1st alternativ durch 
elne Vlskositat von mindestens ca. 0,2 Pa (200 centlpoi- 



se) in einer 2Sigen PolymerlOsung bei Raumtemperatur ge^ 
kennzelchnet « 

Studien iiber elektrophoretische Separation von Arten nu-- 
kleider SSuren in verschiedenen PolymerlSsungen zeigen, 
dafl die Migrationsgeschwindigkeit von Arten nukleider 
sauren durch eine LOsung aus Hydroxylatpolymer wenigstens 
teilweise von der Interaktlon der nukXeiden Sauren mit 

m 

dem Polymer abhangt- Im einzelnen kann die AuflSsiing von 
Fragmenten nukleider sauren, besonders von Arten mit ge^ 
ringer em Molekulargewicht/ durch die Fraktionierung in 
PolymerieJsungen mit h.5herer Konzentration verbessert wer- 
den. Ein Vergleich von Migrationsgeschwindigkeitskurven 
mit tlieoretischen Modellkurven zeigt an, daB auch das 
Sieben eine Rolle bei der Bestimmung der Migrationsge- 
schwindigkeit spielen kann. 

Die angelegte Spannxang kann bei einer oder mehr ausge- 
wahlten Frecpienzen pulsieren. GemaB einem Aspekt der Er- 
findnng vnirde herausgefionden, daB das Anlegen einer mit 
einer bestimmten Frequenz pulsierenden Spannung zwei di- 
ver gierende Arten von Migrationsgeschwindigkeit en gegen- 
tlber den Migrationsgeschwindigkeiten in einem Feld mit 
konstanter Spannimg erzeugt, Ftir relativ groBe Fragmente 
wird die Migrationsgeschwindigkeit gegentiber der Migra- 
tions zeit in einem Feld mit konstemter Spannung bei wach- 
sender Fragment grOBe progressiv verringert. Dieses Ver-- 
halten stimmt mit einem Mbdell Uberein, das auf Trag- 
heitswirkung basiert und bei dem gresBere Fragmente ihre 
Geschwindigkeit im konstanten Feld im Durchschnitt Icing- 
samer wieder errelchen. 

Bei relativ kleinen Fragmenten wird andererseits die 
Migrationsgeschwindigkeit gegentiber der Migrations zeit in 
einem Feld mit konstanter Spannung bei abnehmender Frag- 
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mentgrfifie erhSht* Dieses Verfahren kazm nicht allein mit 
Tr&gheltswlrlmng erkiart warden. Dieses Phanozaen kann auf 
verschledene Arten ausgenutzt werden, uni die Separation 
von Fragmenten n\xklelder S^iiren von ausgew&hlter Gr&fie zu 
5 verbessern. Uca belsplelswelse Fragment e In elnem ausge- 

whiten Gr5fienberelcli zu Isolleren/ kann die Freqnenz der 
pulslerenden Spaxmung anfangs so elngestelXt werden, daS 
vorzugsweise die gewUnschten Fragmente von Arten mlt he*- 
herem Molekulargewicht sep2j:lert werden. Die Frecpienz 
10 wird dann so eirxgestellt/ daS die gewtinschten Fragmente 

von i^ten mit geringerem Molekulargewlcht separiert wer- 
den. 



Unter elnem anderen Aspekt der Erfindiing kann die Aufie- 
IS sung von Fragmenten im Gegenmigratlonssystem, und beson-^ 

ders von kleinen doppelstrangigen Fragmenten, verbessert 
werden, indem die zu separierenden Fragmente an eln Zwl- 
schenmittel, z-B. Athidiumbromid Oder Akridinorange/ ge- 
bunden werden. 

20 

Diese und andere Ziele und Merkmale der Erflndung werden 
deutlicher, wenn die folgende detallllerte Beschreibimg 
der Erflndung in Verblndung mit den begleitenden Abbil^ 
dungen gelesen wird. 

25 

Kurze Besctireibung der Abbildxmgen 



Fig. 1 ist ein s chema t i s ches Diagramm eines kaplllaren 
Elektrophoresesystems mit Gegenmigratlon, das bei der 
30 Ausftlhaning des Verfahrens verwendet wird; 



Fig. 2 1st eine schematlsche Ansicht eines kaplllaren 
Elektrophoresesystems zum Slmultanbetrieb mit pulsieren- 
der und konstanter Spannung; 
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Fig, 3 ist ein vergrCBerter Teilbereich eines kapillaren 
ElektrophoreserShrchens tind stellt den elektroosmotisclieii 
Flufi (e) von rechts nach links imd die Fragmentmigration 
(iEL|, in^, 103) von links nach rechts dar; 

Fig. 4 ist ein Elektropherogramn von doppelstrangigen 
DNS-*Fragmenten/ die gemaB der vorliegenden Erfindung in 
einer LCJsiang mit 0^25 Gew.-% Hydropropylmethylzellulose 
(HPMC) fraktioniert wurden; 

Fig- 5 ist ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
DNS- Fragment en / die in einer Pufferlosung ohne Polymer 
fraktioniert wurden; 

Fig. 6 ist ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
DNS ~ Fragment en, die gemaB der vorliegenden Erfindung in 
einer L5sung mit 0/1 Gew.-% HPMC fraktioniert wurden; 

Fig. 7 ist ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
DNS -Fragment en, die gemaB der vorliegenden Erfindung in 
einer Polymeriastmg mit 0/25 Gew--% Hydroxyethylzellulose 
(HEC) fraktioniert wurden; 

Fig. 8 ist ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
DNS -Fragment en/ die gemaB der vorliegenden Erfindung in 
einer l%igen DextranpolymerlOsung fraktioniert wurden; 

Fig, 9 ist ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
DNS-FragmenteU/ die gemaB der vorliegenden Erfindung in 
einer l/5%igen Polyvinylalkohollfisung fraktioniert wur- 
den; 

Fig« 10 ist ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
DNS-Fragmenten, die g^oaB der vorliegenden Erfindung in 
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einer LGsung mit 0,25 Gew--% HPMC mit Athidiumbromid 



Fig« IIA-IID slnd Elektropherogramme von doppelstraLnglgen 
DNS-Fragmenten aus q>X174/HaeIII (A und B) und 

<pX174/HaeIII und 161 Basenpaar-PCR- Fragment en (C und D) , 
die durch CMCE mit (A und C) und ohne (B und D) Athidium- 
bromid fraktioniert wurden; 

Fig. 12 zeigt eine pulsierende Rechteckwelle und die ent- 
sprechenden Migrationsgeschwindigkeiten von relativ gro- 
Ben (Strichpunktlinie) und relativ kleinen (gepunktete 
Linie) Fragmenten nukleider S^uren wahrend jedes Span- 
nungs impu 1 s e s ; 

Fig. 13 zeigt die erwartete (gepunktete Linie) und be- 
obachtete (durchgehende Linie) Beziehung zwischen Frag- 
mentgrOfie und Migrationsgeschwindigkeit in bezug auf die 
Migrationsgeschwindigkeit in einem Feld mit konstanter 
Spannung; 

Fig. 14 ist ein Elektropherogramm von doppelstr^ngigen 
DNS-Fragmenten, die gemafi der vorliegenden Erfindung in 
einer LOsung mit 0,25 Gew.-% HPMC bei einer Feldimpuls- 
frequenz von ca. 650 Hz fraktioniert wurden; 

Fig. 15 zeigt ein exemplarisches Elektropherogramm von 
Restriktionsf ragmenten (durchgehende Linie) / die ein 
Fragment mit einer Zielsequenz enthalten, das zu einer 
markierten Probe (gepunktete Linie) 



Fig. 16 ist ein Elektropherogramm von Ollgonukleotiden 
einer Polydeoxyadenylsaure (polyA) , die gemSfi der Erf in- 
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dung in einer Lfisung mit 1 Gew,-% HPMC fraktioniert wur- 
den ; \md 



Fig. 17A-17D stellen Modell-ElektropherograiDme dar, die 
5 mit einem Sequenzierverfahren mit Dideoxykettenbestiiraaung 

erhalten wurden, das e r f indungs gema & ausgefUhrt wurde. 

Detaillierte Bescfareibxmg der Erf indung 

10 A, Kapillares Elektrophoresesystem 

Fig. 2 ist eine vereinfachte schematiscJie Ansicht eines 
kapillaren Elektrophoresesystems 20, das ftir die Austibung 
des erfindiingsgemafien Verfatirens geeignet ist. Das System 

15 umfaBt ein Kapillarrehrchen 22 mit einer Lange^ die vor- 

zugsweise zwischen 10 und 200 cm liegt/ tlblicherweise 
weniger als ca. 100 cm, und einen Innendurchmesser hat, 
der vorzugsweise zwischen 25 und 100 ym (Mikron) liegt, 
Ublicherweise bei ca. 50 pm. In der abgebildeten AusfUh- 

20 rung ist das ROhrchen horizontal gelagert und die Enden 

sind nach unten gebogen. 

Die Innenfiache des ROhrchens hat chemische Gruppen, die 
bei einem pH-Mert, der vorzugsweise zwischen ca. 4 und 9 

25 liegt, negativ geladen sind. Die chemischen OberflSchen- 

gruppen k^nnen eine inherent e Elgenschaft des Kapillanaa- 
terials sein, wle dies bei R5hrchen aus geschmolzenem 
Siliziumdioxyd der Fall ist, die Oberf lachensilangruppen 
haben. Altemativ Oder zusSLtzlich kOnnen die KapillarwSn- 

30 de mit bekannten Derivatisierungsreagenzien fur kovalente 

Anbindung negativer chemischer Gruppen, z.B. Sauregrup- 
pen, an die Innenwande des Kapillars oder mit bekannten 
negativ geladenen Oberf lachenbeschichtungen behandelt * 
werden. Verfahren zur Derivatisierung oder Beschichtung 

35 von Glas Oder ahnlichem sind bereits bekannt. Ein bevor- 
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zugtes KapillarrOhrchen besteht aus geschmolzeneza Slllzl- 
umdloxyd mit einem Ixmexidurchmesser vom 50 pm und 1st bei 
Polymicro Technologies (Phoenix^ AZ) erh^ltlich« 

Allgemeiner kann das Kapillarr5hrc]iezi ein beliebiges 
ROhrchen Oder ein Kanal sein, die eine SSLule aus Polymer- 
Ifisung, vorzugsweise bei einer S&iHendicke von 200 ym 
Oder weniger, aufnehmen kttnnen. Beispielsweise kann das 
R5hrchen die Form eines Kanals haben, der auf einem Glas- 
tr^ger Oder GLhnlictiem gebildet wird/ und negatiiv geladene 
Oberf lachengruppen haben. 

Ein anodischer Beh^lter 26 im System enthait eine elek- 
trolytische PolymerlSsxing 28 (vgl, Abschnitt B dieser 
Beschreibung) ^ die durch elektroosmotischen FluB wahrend 
der Elektrophorese durch das R5hrchen gezogen wird, wie 
in Abschnitt C beschrieben wird. Das anodische Ende des 
ROhrchens, das mit 22a bezeichnet ist^ wird wie gezeigt 
wahrend der Elektrophorese in die Polymerlosung getaucht. 

Ein Probenbehaiter 30 im System enthait die Fragmentmi- 
schung nukleider sauren, die in das anodische Ende des 
ROhrchens gefUllt werden soil. Das Probenmaterial wird 
vorzugsweise in der ElektrolytlOsung Oder in Wasser auf- 
gelost. Der Probenbehaiter land der anodische Behaiter 
kOnnen sich auf einem Karussell oder ahnlichem bef inden, 
urn sie in eine Position zu bringen, in der das imtere 
anodische Ende des ROhrchens in die Behaiterf lUssigkeit 
getaucht werden kann. Obwohl dies hier nicht abgebildet 
ist, kann das Karussell zusatzliche Behaiter aufnehmen, 
die LOsungen zum Reinigen und Sptllen des RShrchens zwi- 
schen elektrophoretischen Durchgangen von verschiedenen 
Polymerldsungen enthalten, wenn zwei Oder mehr Polymeria- 
sungen bei einem einzigen elektrophoretischen Fraktio- 
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Des gegeniiberliegende/ kathodische Ende des ROhrchens, 
das mit 22b bezelchnet ist/ wird In elnem kathodischen 
Behaiter 32 abgedichtet und in eine kathodische Elektro- 
lytl5s\ing 34 getaucht, die sich im BehS^lter befindet, wie 
dargestellt. Ein zweites R5hrchen 38 im Behaiter ist mit 
einem genau gesteuerten Vakuumsystem (nicht abgebildet) 
verbunden, uol Fliissigkeit, z.B. Wasch- und Reinigungsie- 
sung Oder Elektrophorese-PolymerlOsung, durch das ROhr- 
chen zn Ziehen tind das Probenmaterial aus nukleiden sau- 
ren im Behaiter 30 in das Rohrchen zu Ziehen* 

Eine Hochspannungszufuhr 40 im System ist mit dem katho- 
dischen und dem anodischen Behaiter wie dargestellt ver- 
bunden, um ein ausgewahltes elektrisches Potential zwi- 
schen den beiden Behaitem anzulegen. Die Stromversor- 
gnngsleitiingen sind mit Platinelektroden 41, 42 im anodi- 
schen bzw. kathodi schen Behaiter verbunden. Die Stromver- 
sorgung kann so ausgelegt sein, dafi sie eine konstante 
Spannung (Gleichstrom) zwischen den Elektroden anlegt^ 
vorzugsweise bei einer Spannungseinstellung zwischen 5 
und 50 kV« Alternativ oder zusatzlich kann die Stromzu- 
fuhr so ausgelegt sein, dafi sie eine pulsierende Spannung 
mit ausgewahlter Freq[uenz zwischen den Behaitern anlegt. 
Allgemein gilt: Je kurzer das Kapillarre3hrchen ist^ desto 
hOher ist die elektrische Feldstarke, die angelegt werden 
kann, und desto schneller erfolgt die elektrophoretische 
Separation « Wird die Stromquelle im Impulsmodus be trie- 
ben, gibt sie vorzugsweise einen Rechteckimpuls mit einer 
einstellbaren Frequenz von ca. 50 Hz bis zu 1 kHz und 
eine RMS--Spannung von ca. 10-30 kV ab. H5here Impulsfre- 
quenzen bis in den MHz-Bereich k5nnen far einige Anwen- 
dungen geeignet sein. Exemplar ische Gleichstrom- und Im- 
pulsspannungsversorgungen sind in Beispiel 1 bzw. 8 be- 
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Zum Abschlufi der Beschreibung des in Fig^ 1 abgebildeten 
Systexos ist ein Detektor 44 im System neben dem kathodi- 
schen Ende des R^hrchens angebracbt/ der die Migration 
der Fragmente nukleider SSuren, die dnrch eine optiscbe 
5 Erf assungs zone 46 im ROiirclien wandem, optiscb tlberwacht* 

Der Detektor kann entweder ftlr die Erf as sung von DV- 
Absorption iind/oder die Erfassxjng von Fluoreszenzemission 
ausgelegt sein« Die DV-Absorption wird tlblicherweise bei 
'240-280 nm ausgefUhrt, wobei beispielsweise ein Kratos 

10 783 UV-Extinktionsdetektor verwendet wird, der von im- 

plied Biosys terns (Foster City^ CA) abgeandert wurde, in- 
dent die Durchf luflktlvette durch einen Kapillarhalter er- 
setzt wurde. Die Erfassung von Fluoreszenzemission wird 
vorzugsweise bei einer ausgewShlten Erregerwelleniange 

15 ausgeftihrt/ die zwischen 240 und 500 nm eingestellt wer- 

den kann, je nach Fluoreszenzart der Fragmente nukleider 
sauren, wie unten erlSutert wird. Ein exemplar! scher 
Fluoreszenzdetektor ist ein HP104 6A-Detektor, der bei 
Hewlett Packard (Palo Alto, CA) erhaltlich ist und wie 

20 oben fllr die Kapillarrahrchenerfassung abgeandert wurde. 

Der Detektor wird zur Anfzeichnung elektrophoretischer 
Spitzen an einen Integrator/Plotter 45 angeschlossen. 

Im Betrieb wird das KapillarrOhrchen grllndlich gewaschen/ 
25 indem geeignete Reinigungs- und SpUllOsungen durch das 

Rohrchen gezogen werden, indem ein Vakuum an den Behaiter 
32 angelegt wird, wie in Beispiel 1 genauer beschrieben 
ist. Das Rohrchen wird dann mit mehreren Voluonina der 
elektrolytisclien PolymerlOsung durchgesptllt , und ein 
30 kleines Volumen, tlblicherweise 1-10 nl, Probenmaterial 

wird in das kathodische ROhrchenende geftillt* Eine Span- 
nung wird zwischen dem kathodischen und dem anodischen 
Befi&lter angelegt # bis alle Fragment spitzen die Erfas- 
sungszone durchlaufen haben. 
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Bei einer Ausfulinmg des Verfahrensr das uxiten in Ab- 
schnitt C besctirleben 1st/ wlrd die verbesserte elektro— 
phoretische Separation der Fragmente nukleider ScLuren 
dadurch erreicht/ dafi der elektrophoretische ProzeB mit 
einer bei einer ausgewSihlten Frequenz, z«B« 300-l«000 HZ/ 
pulsierenden Spannung angetrieben wird« Bei einem bevor- 
zugten Verfahren wird eine pulsierende Spannung angelegt# 
bis das vorderste (flufiabw^rtlgste) Band direkt oberhalb 
der £r fas sungs zone liegt, dann wird das System in Gleich- 
stromxaodus umgeschaltet, im das Rauschen am Detektor zu 
verringern, bis alle BSinder aufgezeichnet warden « 

Fig. 2 zeigt einen Ausschnitt eines elektrophoretischen 
Systems 50^. das bis zum Ende des elektrophoretisciien 
Durchgangs in einem pulsierenden Feld betrieben werden 
kann. Das KapillarrOhrctien 52 im System hat eine kleine 
Unterbrechung 54 neben und stromaufwSrts der Erfassxings- 
zoner die mit 56 bezeichnet ist. Die Abschnitte des Rahr- 
Chens auf beiden Seiten der Unterbrechung sind durch eine 
porOse Glasmanschette 58 verbunden, die die Elektrolytmi- 
gration in das und aus dem R5hrchen ermdgllcht. Der ver- 
bundene Teil des Rohrchens ist in einem Beh&lter 60 abge- 
dichtet, der mit einer geeigneten Elektrolytlosung 62 
gefflllt ist. Eine geerdete Elektrode 64 Im Behaiter ist 
mit der Hochspannungsseite einer pulsierenden Spannungs- 
quelle 66 verbunden, der en negative Seite mit ein^ 
geeigneten kathodischen Beh^lter in Verbindung steht. Die 
geerdete Elektrode 64 ist mit der Hochspannungsseite ei- 
ner Gleichstromguelle 68 verbunden, deren negative Seite 
mit einem geeigneten anodischen Beh&lter in Verbindtmg 
steht« 

Im Betrieb wird die pulsierende Spannungsquelle auf einen 
gewtlnschten Spannungs- und Frecjuenzwert und die Gleich- 
spannungsqpielle auf einen gewUnschten Spannungswert ein- 
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gestellt/ nachdem Probenmaterxal in das anodische Ende 
des Rehrcherts geftlllt wurde. Nukleide Fragments in der 
Probe werden in dem pulsierenden Feld innerhalb des stro- 
maufwartigen Teils der Unterbrechung 54 f raktioniert . 
Danach werden die Fragmente in einem Gleicbspannungsfeld 
durch die Erfassimgszone transportiert, wo die Fragmente 
ohne Impulsfrequenzrauschen optisch erfaBt werden konnen. 

Obwohl dies hier nicht abgebildet ist, kann das Elektro- 
phoresesystem aucli leicht an das Sammeln von Fragmenten 
nukleider sauren zux Vorbereitxing der Elektrophorese an- 
gepaJBt werden* Die Probensammlung kann beispielsweise 
auch die Bereitstellung einer Reihe kathodischer Behalter 
umfassen, in die die Fragmente eluiert werden kOnnen. 

PolymerlOsung 

Die beim Verfahren verwendete elektrolytische Polymerl5- 
sung besteht aus Elektrolyten imd einem Polymer, das eine 
flussige Fraktioniermatrix im ROhrchen bilden kann, Zu- 
satzlich hat die Losung einen pH-Wert, bei dem die gela- 
denen Oberf laichengruppen an der Innenwand des ROhrchens 
zmnindest teilweise in ihrem de-protonierten Zustand io- 
nisiert sind. Der pH-Wert der L6sung liegt vorzugsweise 
zwischen 4 und 9. Der pH-Wert kann so eingestellt werden^ 
dafi ein gewiinscbter Grad von Ladxingsdichte an der R5br- 
chenwand erreicht wird, wie in Abschnitt C imten bespro- 
chen wird. 

Die ElektroZyte in der LOsnng kannen Puf ferbestandteile, 
Oblicherweise bei einer Puf ferkonzentration von 10 mM, 
Salze, tlblicherweise bei einer Konzentration von 5-10 mM, 
und vorzugsweise einen Schwermetallbinder, z.B. EDTA, 
umfassen. Zusatzlicb kann die L&sung ein Denaturierungs- 
mittel, z,B, Harnstoff, entbalten^ das die Interaktion . 
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zwlschen den einzelneix Fragmenten und zwischen Fragmenten 
xjuid Rdhrchenwarxdtmg minlmlert . Eine bevorzugte Polymeria- 
sung, die in Beispiel 1-8 beschrieben wird, hat als Puf- 
ferbestandteile 10 idM Tris-Boratpuf f er, pH-Wert 8,3, 5 inM 
NaCl, 0,1 mM EDTA und 7 M Harnstoff. Die Ldsung Jcann auch 
ein Zwischeniaittel enthalten, z.B. Athidiumbroioid, zu 
einem Zweck, der in Abscbnitt C unten beschrieben wird. 

Das Polymer in der L5sung ist in flUssigem, nicht-^geligem 
Zustand von differential verzOgernden Fragmenten nuklei- 
der sauren auf Grfifienbasis wirksam, wenn die Fragment e 
unter dem Einf luB eines elektrischen Feldes durch die 
Matrix wandern. Die Polymere sind ungeladen, ha ben ein 
Molekulargewicht von mindestens ca. 10 Kilodalton nnd 
sind durch eine Viskositat von mindestens ca. 0,015 Pa 
(15 centipoise) in einer 2%igen (Gew.-%) L&sung bei Raiom- 
temperatur gekennzeichnet • Mit ungeladenem Polymer ist 
ein Polymer gemeint, das bei dem pH-Wert der FolymerlO— 
sung keine resultierende positive oder negative Ladung 
hat und das pro Polymer-Untereinheit wesentlich weniger 
deutlich negative oder positive Ladung hat als 1. 

Bevorzugte Polymere sind hydroxylierte Polymere, z.B. 
Polyvinylalkohol, Hydroxyl-Methacrylat^Polymere, und Po- 
lysaccharide, z*B. Dextran und wasserlttsliche Zellulose- 
derivate, z.B, Hydroxypropylmethylzellulose (HPMC) , Hy- 
droxyethylzellulose (HEC) und Methylzellulose (MC) . Wie 
hierin definiert, bedeutet "hydroxyliertes Polymer" ein 
Polymer, das aus hydroxylhaltigen Untereinheiten gebildet 
wird, z.B. Vinylalkohol, 2-Hydroxyethylenmethacrylat oder 
ein Monosaccharid. Bevorzugte Polymere haben ein Moleku- 
largewicht von ca. 50-200 Kilodalton und sind durch eine 
Vxskositat von ca. 0,2-5 Pa (200-5.000 centipoise) in 
einer 2%igen Ldsizng bei Raimtemperatur gekexmzeichnet. 
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Wie unten abgebildet, zeigen elektrophoretische Muster / 
die bei verschiedenen Konzentrationen von hydroxylierten 
Polymeren erhalten wurden, daB die Migrationsgeschwindig- 
keit von Fragmenten nukleider S&uren bei steigender Poly- 
merkonzentration progressiv verringert wird» Diese Ergeb- 
nisse zeigen an, daB die Migrationsgeschwindigkeit von 
nukleiden sauren durch eine L«5sung aus hydroxyliertem 
Polymer zumindestens teilweise durch Fragmentinteraktion 
mit den Hydroxylgruppen des Polymers bestiinmt wird. Wie 
oben angegeben^ zeigt ein Vergleich der Migrationsge- 
schwindigkeitskurve mit theoretischen Modellkurven, dafi 
das Polymer die Migrationsgescliwindigkeiten auch durch 
einen Siebmechanismus beeinflussen kann. 

Der prozentuale Gewichtsanteil von Polymer in der L6s\ing 
kann zwischen 0^1 und 1% oder mehr variieren, je nach 
Gr5Be der zu f raktionierenden Fragmente und, wenn ein 
pulsierendes Feld verwendet wird, nach Frequenz des ange- 
legten Feldes, wie in Abschnitt D unten gezeigt wird. 

Elektroosmotiscfaer FluB 

GemaB einem wichtigen Aspekt der Erfindung tritt die 
Fraktionierung von Fragmenten nulcleider SSuren im Kapil- 
larrOhrchen durch groBenabhSLngige Migration der Fragmente 
entgegen dem elektroosmotischen Hauptf luB der Polymeria- 
sung im Rohrchen auf . Dieses Phanomen, das hierin als 
kapillare Elektrophorese in Gegenmigration (CMCE) in ei- 
ner Polymer lOsungsmatrix bezeichnet wird, ist in Fig. 3 
abgebildet, die einen vergrbfierten, fragmentarischen Teil 
eines kapillaren Elektrophoreserohrchens 70 darstellt. 

Wie in der Figur zu sehen ist, werden die negativ gelade- 
nen Gruppen an der Innenwand des R5hrchens, die durch das 
Symbol dargestellt sind, durch positiv geladene lonen 
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in der Polyixierl5sung abgeschlrmtr die im wesentlichen 
elne posltlv geladene Htille um die Fltissigkeitssaule im 
R5hrchen bilden. Die Dicke der HUlle aus relativ unbeweg- 
lictien positiven lonen an der Wandf IcLche wird Scherdi- 
stanz genannt« Die aufiere Htille aus positiver Ladung und 
die innere Ladxingsverteilung der Hauptphase wird elektri- 
sche Doppelschicht genannt land ist durch Zeta-Potential 
gekennzeichnet, das ein Mafi fUr das Potential zwischen 
der aufieren HUlle aus positiver Ladung und dem Hauptmedi- 
um ist. 

Unter dem EinfluB eines elektrischen Feldes wird diese 
Saule aus PolymerlOsung im Mediim (das von einer HUlle 
aus positiven Ladungen umgeben ist) elektroosmotisch in 
Bichtung des negativen oder niedrigen Potentials gezogen. 
Die elektroosmotische FluBgeschwindigkeit im ROhrchen 
wird durch den Pfeil e in der Figur angegeben (der Pfeil 
e kann als Vektor mit einer GrCfie e und einer Richtung 
entlang der RChrchenachse gedacht werden) . Die elektroos- 
motische FluBgeschwindigkeit e in einem KapillarrOhrchen 
kauan mit folgender Gleichung beschrieben werden: 

e = 

wobei e, ^ und E die Dielektrizitatskonstante der FlUs 
sigkeit/ ihre Viskositat/ das Zeta^Potential bzw* die 
elektrische FeldstSrke sind* Unter ilblichen Elektrophore- 
sebedingiingen, z.B. wie in Beispiel 1 beschrieben, liegt 
die elektroosmotische FluBgeschwindigkeit im ROhrchen 
zwischen ca* 0,01 und 0,5 cm/sec, 

wahrend sich die PolymerlOsung im R5hrchen durch elek- 
troosmotischen FluB fluBabwarts (in Richtung des kathodi- 
schen Behalters) bewegt/ wandem die negativ geladenen 
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Fragmente nukleider SSluren relativ zur LOsung in entge- 
gengesetzte Richtimg zim anodischen Beh^lter. Fig. 3 
zeigt die Migxationsgeschwindigkeiten von drei verschie'- 
den grofien doppelstrangigen Fragmenten nukleider sauren 
5 Fi, F^ und F3 mit absteigender Gr&fie, 2.B. l.OOOr 300 bzw. 

50 Basenpaare. Aufgrund molekularer Interaktion der Frag- 
mente mit: den Polymermoleklllen sind die Geschwindigkeiten 
der Fragmentmigration in Richtimg des anodischen Behal- 
ters, die in der Figur mit m^, und m^ bezeichnet sind, 
10 abhangig von der Gr6Be, wobei kleinere Fragmente schnel- 

ler in die anodische Richtung wandern* 

Die resultierende Migrationsgeschwindigkeit der drei 
Fragmente durch das Reshrchen in Richtung der Kathode ist 

15 dann die Vektorsumme aus elektroosmotischem Flufi e und 

der grcifienabhangigen Migration m, die in Fig. 3 mit Ui/ Us 
und yij bezeichnet sind. Wie zu sehen ist, sind diese re- 
sultierenden Migrationsgeschwindigkeiten der Partikel 
grOfienabhangig, wobei die grSfieren Fragmente schneller in 

20 Richtung der Kathode wandern als kleinere Fragmente. 

Fig. 4 zeigt ein Elektropherogramm von DNS-Restriktions- 
fragmenten, die 1 kB DNS-Leiterfragmente (Vielfache von 1 
kB-Fragmenten) und kleinere Hin f I-Fragmente enthalten* 

25 Die hohe Spitze links im Elektropherogramm ist die Vor- 

derkante des Wassers aus der Probe, die zuerst in das 
Rdhrchen geftillt wurde. Die Fragment grofi en (Basenanzahl) 
sind die fetten Ziffem in der Figur. Wie zu sehen ist, 
haben grOfiere Fragmente ktlrzere Higrationszeiten. Es ist 

30 auch zu sehen, dafi das System unter den eingesetzten 

Polymer- und elektrischen Feldbedingungen Fragmente bis 
zu ca. 3 Kilobasen auflOsen und grOBere Fragmente unter- 
scheiden, aber nicht an der Gnmdlinie auflOsen konnte. 
Details zu den QICE-Bedingungen sind in Beispiel 1 ange- 

35 geben . 
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Aus Fig. 3 kann auch gefolgeirt werden^ dafi die effektive 
Fraktioniertrngsdistanz - die Distanz, die ein Fragment 
durch die Polymermatrix zurticklegt - selektiv erhOht wer- 
den kann, um die Fraktionierung dieses Fragments zu ver- 
bessern, indem die relative Geschwindigkeit des elek- 
troosmotischen Flusses und die f liifiaufwSLrtige Fragmentmi- 
gration wahrend der Elektrophorese variiert werden. Im 
einzelnen wird die tats^chliche Migrationsgeschwindigkeit 
sehr klein, w^rend sich die elektroosmotische Flu&ge- 
schwlndigkeit e \jLnd die f lufiaufwcLrtige Migrationsge- 
schwindigkeit m^ eines Fragments F,^ einem gemeinsamen Wert 
nahern, was zu langeren Separations zei ten (und effektiven 
Fraktionierungsiangen) ftllirt/ wShrend derer das Fragment 
Fj. besser aufgel&st, d.h. weiter von den Fragmenten der 
nachsten GrOfie separiert werden kann. 

Experimented die zur Untersttltzung dieser Erfindung 
durchgeftiiirt wurden, zeigen, dafi die Migrationsgeschwin- 
digkeit von Fragmenten nukleider sauren durch eine unge- 
ladenBr fltlssige Polymermatrix einer Anzahl von Variablen 
iinterliegt/ die sich auf Fragment grOBe, Polymerkonzent ra- 
tion und --art und, wenn das elektrische Feld durch eine 
pulsierende Spannung erzeugt wird, auf die Impulsfrequenz 
des Feldes beziehen. Dieses letzte Phanomen wird in Ab- 
schnitt D beschrieben. 

Die Migrationsgeschwindigkeiten von Polymeren nukleider 
sauren ohne Polymer im Kapillarrohrchen ist in Fig« 5 
dargestellt* Die elektrophoretischen Bedingungen ahneln 
denen, die bei der in Fig. 4 dargestellten elektrophore- 
tischen Separation verwendet wurden, mit Ausnahme des 
Fehlens von Polymer im Kapillarmedium (Beispiel 2) , Ein 
Vergleich der beiden Figuren zeigt erst ens, daB die Frag- 
mente mit dem geringsten Molekulargewlcht am schnellsten 
wandern, und die grdfiten Fragment e am langsamsten wan- 
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dern« Daher scheinen die gxcifieren Fragmente schneller als 
kleinere Fragmente entgegen der elektroosmotischen Flufi- 
richtung zu wandem, m&glicherwelse auf grund ihrer hohe- 
ren Gesamtladung. Zweltensr dafi das System nur die Aasia- 
5 sung zwlschen brelten 6r2ifienklassen bletet, was ebenf alls 

elnen of fenslchtllch groBen Unterscliled In der Mlgra- 
tionsgeschwindigkeit je nach GrOfie reflektlert. 

Die Wlrkung der Polymerkonzentratlon der relativen Migra- 
10 tionsgeschwindlgkeit von Fragmenten nuklelder SSuren ist 

in Fig. 6 zu sehen^ die eln Elektropherogramm von Re- 
strlktions fragmenten nuklelder SSuren ist, die In einem 
Polymer mlt Oj.1 Gew.-% HPMC fraktionlert werden. Die ver- 
wendeten Fragmente und Fraktionlerbedlngungen slnd Iden-- 
15 tlsch mlt den im Verfahren aus Fig. 4 eingesetzten, mlt 

dem Unterschledr daB die Polymerkonzentratlon bel der 
Elektrophorese aus Fig, 6 ca» 2,5mal geringer war als bel 

■ 

der Elektrophorese aus Fig* 4 (Beisplel 3) - Eln Vergleich 
der belden Flguren zelgt, daB Fragmente mlt li6herem Mole- 
20 kulargewlcht besser bel der geringer en Polymerkonzentra- 

tlon aufgelSst wurden, wahrend Fragmente im GrOBenbereich 
unter 1 Kllobase besser bel der h5heren Polymerkonzentra- 
tlon aufgeiast wurden. 

25 Fig* 7 zeigt eln Elektropherogramm von doppel Strang! gen 

Fragmenten, die von CMCE in einer Polymerl^sung mlt 0,25 
Gew.-% Hydroxyethylzellulose (HEC) fraktionlert wurden, 
wie in Beisplel 4 genauer beschrieben wird. Das Polymer 
ergab Fraktionieirungselgenschaften, die zwlschen denen 

30 mlt 0,1 Gew*-% und 0,25 Gew.-% HPMC lagen; spezlell die 

Auf lOsung von Arten mlt hohem Molekulargewicht lag zwl- 
schen denen mlt 0,1 6ew.-% imd 0,25 Gew.-% HPMC, das die 
beste Aufl5sung von Fragmenten ergab, die grOfier als ca. 
1 Kllobase waren, ymd. zwlschen denen mlt 0,1 6ew*-% und 
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0/25 Gew.-% HPMC, das die beste AuflSsung von Fragmenten 
ergab# die kleiaer als ca. 1 Kilobase waren. 

Fig. 8 zeigt ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
5 Fragmenten/ die von CMCE in einem Dextran lait 1 Gew.-% 

(MM = 150.000) fragmentiert wurden, wie in Beispiel 5 
beschrieben wird. Obwohl das Polymer Fragmente im GrOBen- 
bereich unter ca. 1 kB deutlich auflOst, wurden Fragmente 
tiber diesem Bereich nicht aufgelGst. Geringere Dextran- 
10 Konzentrationen kOnnen ftlr eine verbesserte Auflosung im 

GrOfienbereich iiber 1 Kilobase erf order lich .sein. 

Fig. 9 zeigt ein Elektropherogramm von doppelstrangigen 
Fragmenten, die von 1,5 Gew.-% Polyvinylalkohol (PVA, MM 

15 ca. 125.000), einem nicht mit Polysaccharid hydroxylier- 

tern Polymer fraktioniert wurden. Einzelheiten zxm CMCE- 
Verfahren werden in Beispiel 6 angegeben. Wie das System 
mit l%igem Dextran lOste l/5%iges PVA Fragmente im Gr5- 
Benbereich unter 1 kB deutlich auf , zeigt aber tlber die- 

20 sem GrOBenbereich nur geringe Auf lOsungsfahigkeiten. Ge- 

ringere PVA-Konzentrationen kOnnen fUr verbesserte Auflo- 
sung im Gr&Benbereich fiber 1 Kilobase erforderlich sein. 

Dadurch ist zu sehen, dafi die Auf lOsung von Fragmenten 
25 von ausgewMLhlter GrOSe je nach verwendetem Polymer und 

Konzentration des Polymers verbessert werden kann. Das 
bedeutet/ dafi die Migrationsgeschwindigkeit von Fragmen- 
ten nukleider Sauren durch ein Polymer beim CHCE- 
Verfahren sowbhl von der Art des hydroxylierten Polymers 
30 als auch von der Polymerkonzentration abhangt. 

GemSifi einem anderen Aspekt der Erf indung wurde herausge- 
funden, dafi die Auf lOsung iimerhalb kleinerer Fragmente 
selektiv verbessert werden kann, indem die Fragmente, 
35 vorzugsweise in doppelstrSLngiger Form, mit einem Zwi- 
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schenmittel zusaismengesetzt wefden. Beispiele fUr Zwi- 
schenmittel sind Athidiumbromid^ Akridinorange und Thia- 
zolorange. Diese Mittel haben eine flache^ frequenzabh^- 
gige MolekularstruJctur^ die es den Verbindxingen ermSg- 
llcht, slcli zwlschen nebenelnanderllegende Basen nuklel- 
der S^uren zu legen (Cantor) . Das Mittel ist vorzugsweise 
in der Polymer losung entlxalten, die durch das ROJarchen 

gezogen wird, um das Zwischenmittel im Gleichgewicht zwi- 
schen freier und DNS-gebundener Form zu halten. 

Figur 10 zeigt ein Elektropherogramm der obigen 
Duplexleiter- Fragmented die von CMCE in 0^25 Gew,-% HPMC 
mit 10 ymol Athidiumbromid gemafi dem in Beispiel 7 ange-- 
gebenen Verfahren fraktioniert wurden^ Wie aus einem Ver- 
gleich dieser Figur mit Fig^ 4 ersichtlich wird, verbes- 
sert das Zwischenmittel die AuflSsung von Fragmenten, die 
kleiner als ca. 500 Basenpaare sind. Diese wirkung kann 
durcdi eine grOfienabhangige VerSnderixng im Gefiige der 
Fragmente hervorgerufen werden^ wenn sie mit einem Zwi^ 
schenmittel zusammengesetzt werden. Eine ahnliche Verbes- 
serung der iiuflSsung kleiner Fragmente wurde ftir Akridin- 
orange beobachtet, ein anderes nicht-ionisches Zwischen- 
mittel. 

Fig. IIA-IID zeigen Elektropherogramme von Fragmentmi- 
schungen nukleider SSuren, die von CMCE mit <11A \and IIC) 
und ohne (IIB und IID) Athidiumbromid fraktioniert war- 
den. Die Fragmentmischungen umfassen die Fragmentmi- 

schung, die durch AufschlieBen mit Haelll von q>X174 Phage 

(llA und IIB), die hierin 9Xn4/HaeIII-Mischung genannt 
wird# und dieselbe Fragmentmischung plus Fragmente, die 
durch Verstarkung von PGR (Polymerasekettenreaktion) von 
M13 Phage-Sequenzfragmenten^ die hierin 611 Basenpaar 
PGR- Fragmente (IIC und IID) genannt werden, produziert 
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wird. Wie aus den Flguren llA und IIB ersichtlich ist, 

enthait die Mischimg <pX174/HaeIII 271 und 281 Fragmented 
die nur mit Athldiimbroiaid aufgelOst werden. Unter Bezug- 
nabme auf die Figuren IIC und IID verbessert die Anwesen- 
heit von Athidiusibromid die Separationsef fizienz 
(SpitzenscligLrfe) und -empf indlichkeit (SpitzenhOhe) . 



Zusaitzlich zu den verschiedenen oben besprochenen Fakto- 
ren kOnnen die relativen Geschwindigkeiten von elektroos- 
motischem FluB und Fragmentmigration selektiv durch fol- 
^ gendes eingestellt werden: 

a. &iderung der elektrischen Feldstarke. Theoretisch 
1st bei elektrischen Feldsta^rken unter 200 v/cm das elek- 
trische Feld E direkt proportional zur Grofie der Haupt- 
f luBgeschwindigkeit e und den Migrationsgeschwindigkeiten 
kleiner geladener Parti kel durch eine polymer f re ie LO- 
sung* Angesichts der Tatsache/ dafi die Reihenfolge der 
Fragmentelution mit Polymer (Fig. 4) umgekehrt zu der 

2^ ohne Polymer (Fig* 5) ist, ist die Migration von DNS 

durch eine PolymerlOsung of fensichtlich komplizierter als 
dieses Modell- Angesichts dieser Tatsache konnen grOfien- 
selektive Anderungen in resultierenden Migrationsge- 
schwindigkeiten dadurch erreicht werden, daB die elektri- 

2^ sche Feldst^rke eingestellt wird, besonders im Bereich 

tiber 200 v/cm. 



b. Anderung der Ladungsdichte der ROhrchenwande « Das 
Zeta-Potential der elektrischen Doppelschichten der saule 
aus Polymerl5sung im ROhrchen und das der Fragmente in 
der Polymeric sung k(}zinen unabh^gig voneinander variiert 
werden, z.B. durch Behandlung der ROhrchenoberflSLche zur 
Abschirmung von Ladungsgruppen oder durch Einstellen des 
pH-Werts der PolymerlOsung auf selektives Protonieren der 
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Ladung der Reshrchenwand Oder der Fragmente nukleider Sau- 
ren. 

d. Andening der L5siingsviskositat. Obwohl theoretisch 
2u erwarten ware, daB die Viskositatsandenmg den elek- 
troosmotischen Fliifl xuid die Migrationsgeschwindigkeit der 
Partikel gleicliermaBen beeinflussen wtlrde, trifft diese 
Voraussage ftir grofie anionisclie gelOste Stoffe, z.B. 
Fragmente nukleider sauren^ wahrscheinlich nicht zu. Die 
LOsungsviskositat kijnnte durch Anderung der Konzentration 
des Polymers (was gezeigt wurde, iim die Migrationsge- 
schwindigkeit der Fragmente selektiv zu andern) , durch 
Zugabe von Polymeren Oder anderen Arten geliSster Stof fe, 
die nicht mit den Fragmenten nukleider sauren interagie- 
ren, und/oder durch Anderung der LOsungstemperatur einge- 
stellt warden* 

In Zusammenfassung des oben Gesagten bietet die Erfindung 
eine Vielzahl von Parametern, die selektiv variiert wer- 
den konnen, um die Fraktionierung nukleider sauren von 
ausgewahlter Gr6fie zu verbessem, entweder durch selekti- 
ve Anderung der elektroosmotischen Flufigeschwindigkeit in 
Richtung des kathodischen Behalters oder durch differen- 
tiale Anderung der stromaufwartigen Migrationsgeschwin-- 
digkeiten der fraktionierten Fragmente. Wie oben bespro- 
chen kann die elektroosmotische Flufigeschwindigkeit rela- 
tiv zur Gegenmigration von Fragmenten nukleider sauren 
durch Anderung der Ladungsdichte negativ geladener Grup- 
pen an der Innenwand des ROhrchens variiert werden. Die 
Migrationsgeschwindigkeit der Fragmente in anodische 
Richtung kann ftir grofie Fragmente selektiv verringert 
werden, indem die Polymerkonzentration gesenkt wird 
und/oder gemafi der Art von Polymer. Fttr IcOrzere Fragmente 
kttnnen die Geschwindigkeiten der Gegenmigration selektiv 
erhaht werden, indem die Fragmente mit einem nicht-ioni-- 
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schen Zwischenmittel zusannaengesetzt werden. Solche Va- 
riationen in FluB- iind Migrationsgeschvrindigkeit nnter- 
liegen dem Zwang, dafi der elektroosmotische Flufi schnel- 
ler sein mufi^ als die stromaufwartige Migrationsgeschwin- 
digkeit der Icleinsten zu fraktionierenden Fragmente. 

Separation im pulsierenden Feld 

Die oben beschriebenen elektrophoretischen Verfahren war- 
den in einem konstanten Spannungsf eld durchgeftihrt. In 
Obereinstiiniaung mit einem anderen Aspekt der. Erf indung 
kann die Fraktionierung von Fragmenten nukleider sauren 
durch DurchfUhrung der elektrophoretischen Separation in 
einem pulsierenden Spannungsf eld verbessert werden, bei 
einer Frequenz, mit der die Separation innerhalb eines 
bestimmten FragmentgrOBenbereichs selektiv verbessert 
werden kann* 

Theoretisch kann die Migrationsgeschwindigkeit von Frag- 
menten nukleider sauren in einem pulsierenden Feld durch 
zwei grOfienbezogene Wir3cungen reguliert werden* Die erste 
Wirkung ist ein Resonanzef f ekt, der die Rotationsmodi der 
Fragmente und die Frequenz des elektrischen Felds be- 
trifft* Tabelle I zeigt Rotations- und Streckresonanzfre- 
quenzen, die fUr doppelstrangige DNS-Fragmente mit 100, 
1.000 und 10.000 Basenpaaren berechnet wurden. Die Rota- 
tionsresonanzfrec[uenzen in Hz wurden auf der Basis eines 
gestreckten Rotationsellipsoidmodells des Duplexmolekuls 
berechnet (Cantor) . 
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Tabelle I 



Model 1 




Gestrecktes 




9,9x10* 



1,6x10^ 



2,2x10 



-1 



(Dr ehbewegung ) 



Vlskoelastlsch 
( S t r ec kbewe giing ) 



3,8x10^ 



8,1x10^ 



1,7x10^ 



Ein starker Rotationsresonanzeffekt laflt vermuten, daB 
die Mlgrationsgeschwindlgkeiten von Fragmentenr die mit 
dem elektrischen Feld in Resonanz sind, bevorzugt gegen- 
Uber der Migrationsgeschwindigkelt In einem zeitunabhSLn- 
gigen Feld verlangsamt werden^ Der Grund daftlr ist, daB 
von elnem Molekttl in Rotationsresonanz mit dem elektri- 
sclien Feld erwartet wiirde/ daB es im Durchschnitt am we^ 
nigsten vorteilhaf t fttr die Migration in Richtimg des 
Feldes ausgerichtet ware# wenn das elektrische Feld am 
grOBten ist. Von grOBeren Molekaien ware auf grund ihrer 
langsameren Rotationszeiten zu erwarten, daB sie bei je- 
dem Spanniingsimpulszyklus weniger von ihren feldorien- 
tierten Positionen gestesrt werden; kleinere MolekUle mit 
ihren schnelleren Reaktionszeiten wttrden sich schneller 
wieder in Richtung des Feldes ausricliten. Wenn also die 
Rotationsresonanzef fekte dominant sind, so lite es m5glich 
sein, die Migration von Resonanzarten wahrend der Elek- 
trophorese relativ zur elektroosmotischen FluBgeschwin- 
digkeit vind der Migrationsgeschwindigkeit ni cht re sonant er 
Arten zu verlangsamen. 

Die zweite grCBenabhangige Wirlcung, die in einem pulsie- 
renden Feld zu erwarten ware, ist eine Tragheitswirkiing 
auf grund der Beschleunigung und Verlangsamxing von Frag- 
menten in einer Fltlssigkeit bei jedem Spannungsimpuls , 
Diese Wirkung ist in Fig. 12 dargestellt/ die hypotheti- 



sche Geschwindigkeitsloirven fiir relativ kleine (gepxinkte- 
te Linien) und relativ grofie (Strich-Punkt'-Linien) Fra.g- 
mente nukleider Sauren im Verhaitnis zu einer angelegten 
Rechteckspannung mit einer Impulsbreite und einer maxi- 
malen Spannung zeigt. Die maximale Geschwindigkeit, 
die die Fragmente erreichen sollten, ist die End- oder 
Dauerzustandsgeschwindigkeit der Fragmente in einem kon- 
stanten Spannungsfeld mit potentieller V„,, d*h* 100% der 
kons tanten Feldmigrationsgeschwindigkeit . 

Wie aus der Figur ersichtlicli ist^ wird von kleineren 
Fragment en erwartet^ daB ste nach Anlegen des Spanniangs- 
impulses die Endgeschwindigkeit schneller als groBe er- 
reichen^ aber im wesentlichen mit derselben Geschwindig- 
keit auf Nullspannung verlangsamen, wenn der Spannxingsim- 
puls endet. Da der Gesamtweg, den jedes Fragment wahrend 
eines Spannungs impulses zurticklegt, genau das Integral 
der Gescliwindigkeitskurve ist, wird von den Migrationsge- 
schwindigkeiten gr5Berer Fragmente erwartet^ daB sie vor- 
zugsweise in einem Impulsspannungsf eld abnehmen. Es kann 
auch angenommen werden: Je hCSher die Impulsfrequenz ist 
und je kiirzer die Impulsdauer, desto kleiner ist die 
Fragment grOBe, die vor zugsweise in ihrer Migrations ge- 
schwindigkeit verlangsamt werden kann, da die Wirkung 
jeder Verzogerung in der Geschwindigkeitskurve durch kur- 
ze In5>ulse betont wird. 

Die Stricb-Punkt^Auf zeiclmung in Fig. 13 zeigt die erwar- 
tete Wirkungsbeziehung zwischen Migrationsgeschwindig- 
keitr ausgedrUckt als prozentualer Anteil der Migrations- 
geschwindigkeit in einem konstanten Spannungsfeld, und 
Molekulargewicht der Fragmente bei einer bestimmten Im- 
pulsfrequenz. Die Aufzeichnung wurde vereinheitlicht, um 
konstante Spaumungswerte auf BMS-Spannung in einem pul- 
sierenden Feld zu korrigieren. Die Strich-Punkt- 
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Aufzeichnung zeigt eine steigende Migrationsgeschwiadlg- 
keit mit abnehmender Partlkelgrd&e, wle von dem gerade 
besprochenen TrSgheitsmodell vorausgesagt • Bel einigen 
]cleinen Fragmentgrdfien, bei denen die Gescliwindigkeits- 
5 kiirven der Fragmente einer gemelnsamen Obergrenze zustre- 

ben, n^ert slcb die Migrationsgeschwindigkeit 100% der 
Migration in einem konstanten Spannungsfeld* Von der Ktir- 
ve in Fig. 13 wtirde man daher erwarten, da£^ sie an diesem 
Punkt abflachtr wie von der gepunkteten Linie angegeben« 

10 

Fig. 14 ist ein E 1 e k t r opher o gr aTmn einer Mischung aus dop- 
pelstrangigen Fragmenten, die in einein. bei 650 Hz pulsie- 
renden Feld fraktioniert werden. Das Proberutiaterial und 
die Fraktionierungsbedingungen sind denen bei der in Fig. 

15 4 gezeigten Fraktionieriing dhnlicb, bis auf die Art des 

angelegten elektrischen FeldS/ wie in Beispiel 9 genau 
beschrieben. Die Migrationsgeschwindigkeiten von Fragmen- 
ten derselben GrOfie wurden von den Spitzenzeiten in den 
beiden Figuren gemessen und mit den in Tabelle 2 unten 

20 dargestellten Ergebnissen verglichen. Spalte A der Tabel- 

le gibt die GrOfie der verglichenen Fragmente in Basenpaa- 
ren an, und Spalte B die Differenz der Kigrationszeit zur 
Erfassungszone, korrigiert im die relativen Lauf zeiten 
der Vorderkante der beiden DurchgcLnge, zwischen v(kon- 

25 stant) , der Geschwindigkeit in einem konstanten Span-- 

nungsfeld/ und v(impuls), der Geschwindigkeit in einem 
pulsierenden Feld. Die Geschwindigkeitsdif ferenzen zwi- 
schen entsprechenden Fragmenten sind in cm/min x 10"^ aus- 
gedrflckt. Ein posit iver Wert in Spalte B bedeutet, dafi 

30 das Fragment eine geringere Migrationsgeschwindigkeit in 

ein^ konstanten Spannimgsfeld als in einem pulsierenden 
Feld hat. Ftir Fragmente mit einer Grofie fiber 1 Kilobase 
nahert sich der Wert v(impuls) mit abnehmender Grdfie dem 
Wert v(konstant), wie von der Aufzeichnung in Fig. 13 

35 vorausgesagt . 
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Bel klelneren Fragmenten flacht die Differenz zwisclien. 
v(konstant) uzxd v(impuls) jedoch nicht bel elnem Wert 
Null ab, wle nach dem. Tr&gheitsmodell zu erwarten w&re^ 
sondem nimat mlt klelneren Fragmenten ziinehmend negati- 
5 vere Werte an. Die grofiere Migrationsgeschwindigkeit in 

einem pulsierenden Feld wfirde anzeigen, dafi uber dem 
100%-Kreuzungspxinkt die anziehende Interaktion zwisclien 
den klelneren Fragmenten tind dem Polymer tatsachlich ver- 
ringert werden, was die Bewegung der Fragmente durch. die 
10 Polymermatrlx erleichtert. In jedem Fall bietet dieses 

Herkmal eine hohere AuflCsung kleinerer Fragmente fiber 
dem Kreuzungspunkt als unter gLhnlichen Bedingungen in 
einem konstanten Spannungsfeld erreicht werden konnen. 



15 Tabelle II 



A B 
Fragmentgrofie v (konstant ) 

) -v(impuls) 
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2036 


4,0E-04 


b 


4,lE-04 


a 


1, 5E-04 


1018 


0, 71E-04 


396 


-3, 8E-04 


344 


-3, 9E-04 


298 


-4, SE-04 


220 


-5, lE-04 


201 


-5, 2E-04 


154 


-5, 6E-04 


134 


-5,5E-04 


75 


~6, 9E-04 



Aus dem vorangegangenen wird angenonmen, daJ5 die Auflo- 
sung innerhalb kleinerer Fragmente selektiv verbessert 
30 werden kann, indem die elektrophoretische Separation in 

einem Impulsspannungsfeld durchgeftilirt wird, bei einer 
Frequenz, die die Migrationsgeschwindigkeit grOBerer 
Fragmente selektiv verziigert und die Migrationsgeschwin- 
dlgkeit kleinerer Fragmente erb.5ht. 
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Bei einigen Mlsc h ungen aus Fragmenten nukleider sauren, 
besoixders wenn die Fraktionierung von Arten in verschie^ 
denen GriiBenbereichen gewtlnsclit wird/ kdnnen die oben 
besprochenen Variablen - einschlieaiich pH-Wert der La- 

5 sungr Art und Konzentration des Polymers und Feldfrequenz 

- wahrend des elektrophoretischen Durctigangs selektiv 
variiert werden, vsm die Fragmentauf ICSsxing 2u verbessem. 
Eine elektrophoretische Separation kaiux anfangs in eineza 
konstanten Feld oder mit einer niedrigen Frequenz durch- 

0 gefuhrt werden, lom grOfiere Fragmente aufzuiesen, dann auf 

eine hShere Frequenz umgeschaltet werden, um die Auflo- 
sung kleinerer Fragmente zu xrerbessern. Als wei teres Bei- 
spiel kOnnen der pH-Wert Oder die Polymerkonzentration 
der Polymer la sxing wahrend eines elektrophoretischen 

5 Durchgangs standig variiert werden^ wobei eine normale 

Zweikammer-Mischvorrichtung verwendet wird, urn ein konti- 
nuierliches Lasungsgef aile zu erzeugen^ das in das Kapil- 
larrahrchen gezogen wird. 



20 E. Itowendungen 

Das Fraktionierverfahren der Erfindung ist fUr alle oben 
erwahnten Anwendungen nUtzlich, die die grfiBenabhangige 
Fraktionierung ein- oder zweistrangiger nukleider sauren 

25 erfordem^ 2u diesen Anwendungen geharen die elektropho- 

retische Separation fUr die Restriktionsanalyse, ein- 
schliefilich Analyse von Polymorphismen von Restriktions- 
fragmentiange fOr genetische Suchtests, die bestatigende 
Vektorkonstruktion, die Identifikation spezieller Frag- 

30 mente nukleider Sauren auf Grofienbasis \ind/oder Hybrid!- 

sierung zu Proben nukleider sauren sowie die Fraktionie- 
rung einstrangiger Fragmente ftlr chemische oder enzymati- 
sche Seguenzieriong. 
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Die folgenden beiden Anwendungen zelgen, vrie das Verf ah- 
ren zur Analyse von Res triktlons fragment en und als Tell 
eines automatlschen Sequenzierprotokolls verwendet werden 
kann. Im Beispiel der Restriktionsanalyse soil aus einer 
Hlschung genomischer Fragmente eln Res triktlons fragment 
Identif iziert werden, das eine Zielsequenz von Interesse 
enthalt. Nach Auf sclillefien der genomlschen Mlschimg mlt 
elnem oder mehreren ausgewahlten Restriktlonsenzymen wird 
die Fr agmentml s chung unter Hybrldislerungsbedlngiingen mlt 
einer meldermarkierten Probe verbunden, die mit der Ziel- 
sequenz hybridlsieren kann. Die Probe umfafit vorzugsweise 
die komplementare Zielsequenz und eine kovalent gebundene 
Fluoreszenzprobe, die leicht von einem Fluoreszenzproben- 
detektor erfafit vrerden kann. Die Probe kann mit den Frag- 
menten h.ybridisiert werden, beispielsweise durch. normale 
Denatu-rierungs-/Renaturierungsbedingungen fUr einstran- 
gige Arten oder durcti eine mit RecA katalysierte Triplex- 
Bildung an die Fragmente in doppelstr^giger Form gebun- 
den werden. 

Nach Bindung der Probe an die Fragmente wird die Probe 
gemaB dem vorliegenden CMCE-^Verfahren f raktioniert . Der 
Detektor wird vorzugsweise in einem Doppelwellenl^ngenmo- 
dus betrieben, bei dem UV--Absorptions- und Fluoreszenz- 
emissionserf assung gleichzeitig durchgefuhrt werden. Fig* 
15 zeigt ein exemplarisches Elektropherogramm der Frag-^ 
mentmischung/ bei der die UV-Absorption durch eine durch- 
gehende Linie und die Fluoreszenzemission durch eine ge- 
punktete Linie dargestellt werden. Das Restriktionsf rag^ 
ment/ das die ausgewahlte Zielseqpienz enthalt, wird 
leicht durch das zugeh5rige Fluoreszenz signal identifi- 
ziert . 

Alternativ kiSnnen die Fragmente von Interesse zu einer 
biotiiibeschichteten Probe hybridisiert werden/ durch Bin- 
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diing an einen Avidin-Festtrager selektiv Isoliert und 
danix vor der CMCE-Fraktionierung vom Trager abgenommen 
warden • 

5 FCir die DNS-Sequenzanalyse ist es erf orderlich, einstran- 

gige Oligomere auf zulosen, die sich voneinander tua eine 
nukleotxde Basis unterscheiden» Die Faiiigkeit des vorlie- 
genden Verfahrens, eine Aufldsung dieser Art zu erzielen, 
ist in Fig. 16 abgebildet/ die ein Elektropherogramm ftlr 

10 eine Hischung aus polyA-Oligonukleotiden zeigt, die alle 

Basenpaariangen zwischen 40 und 60 Basenpaaxen enthalten. 
Die Figur zeigt, datB alle 20 der verschieden groBen Oli- 
gomere gut auf ge lost werden. Eine ahnliche Aufl<3sung von 
Oligomeren wurde auch im Basenpaarbereich zwischen 19 und 

15 22 erzieltr wie in Beispiel 10 genauer beschrieben ist. 

Die zur Seqnienzierung verwendeten Oligomere kOnnen nach 
dem Dideoxy-Enzym-Verf ahren (Sanger) Oder dem chemischen 
Abspaltungsverfahren (Maxam-Gilbert ) hergestellt werden. 

20 Die oligonukleotiden Fragmente aus den vier einzelnen 

Reaktionsmischungen werden f raktioniert/ vorzugsweise 
parallel, und die Fragmentspitzen aus jedem der vier 
RShrchen werden auf gezeichnet . Fig. 17A-17D zeigen oligo- 
nukleotide Elektropherogramme aus den G^, C- 

25 terminierten Fragment en, die ftlr die nukleotide SeG[uenz 

beobaclitet wUrden, die oben in der Figur gezeigt ist. Die 
automatische oder halbautomatische Analyse der Spitzen* 
positionen und die Konstruktion der Sequenz k5nnen mit 
normal programmierten Systemen dur cfage f tlhr t werden. 

30 

Alternativ kann die oligonukleotide Fraktionierimg in 
einem einzigen Rfihrchen dur chge f tihrt werden, Indem bei- 
spielsweise das von Smith bescbxiebene Fluoreszenz- 
Markieznrerfahren verwendet wird« 
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Die folgenden Beispiele zeigen verschiedeae Separations- 
verfahren und -anwendungen in tjbereinstimmung mit der 
Erfindiing^ sollen ihren Geltungsbereich jedoch keineswegs 
einschranken « 

Beispiel 1 

CMCE in Polymer mit 0,25% HPMC im kongtanten Feld 

Die kapillare Elektrophorese in Gegenmigration (CHCE) 
wurde mit einem kapillaren Elektrophoresesystem von ABI, 
Hodell 270, durchgef lihrt . Das System umfaBt eine einge*^ 
baute Hochspannungs-Gleichstromquelle/ die fl^r Spannungs- 
einstellungen bis zu 30 kV geeignet ist. Das im System 
verwendete Kapillarrohxchen ist aus geschmolzenem Silizi- 
umdioxyd, 72 cm lang, hat einen Innendurchmesser von 50 
pm und einen AuBendnrcbmesser von 350 pm. Es wurde von 
Polymicro Technologies {Phoenix, AZ) bezogen. 

Der geerdete kathodische Behaiter wird mit Tris-Borat- 
EDTA-Puffer gefullt, der 10 mM Tris-Borat, pH-Wert 8,3, 
5 mM NaCl, 0,1 mM EDTA und 7 M Harnstoff (TBE-Puffer) 
enthait. Der anodische Behaiter enthait eine Polymerlo- 
sung mit 0,25 Gew,-% Hydroxypropylmethylzellulose (HPMC) 
in TBE-Puffer. Das Polymer, das durch eine Viskosit^t von 
ca. 4 Pa (4.000 centipoise) in einer LOsung mit 2 Gew*-% 
bei Raxjmtemperatur gekennzeichnet ist, wurde von Dow Che- 
mical (Midland, MI) bezogen. 

Das Reshrchen wurde mit mehreren Saulenvolumina von 1 M 
NaOH, dann 100 mM NaOH gewaschen und schliefilich mit meh- 
reren Volumina der PolymerlSsung gesptllt, indem die 
Wasch- und SptlllQsixngen durch ein an das kathodische Ende 
des ROhrchens angelegtes Vakuiom durch das ROhrchen gezo- 
gen werden. Eine Mischiing aus DNS-Restriktionsf ragmenten, 
die von BRL (Bethesda, MD) bezogen wurde, enthielt eine 
KCTobination aus 1 kB Leiter-^^Teilrestriktionsf ragmenten 
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{Vielfache von ca. 1 kB) und kleinere Hinf I-AafscliluB- 
fragmente Im Gr5fienbereicli zwisdien 50 lond 1«000 Basen- 
paaren. Die Fragmentmischung wurde mlt Wasser auf eine 
Endkonzeiitration der DNS von ca. 250 \ig/ml verdtlnnt. Ca. 
2 nl der DNS-L5sung wurden durch ein an das kathodische 
Ende des R6hrcliens angelegtes Vakuum in das anodische 
Ende des RChrcliens gezogen« Das R5hrchen wurde dann er- 
neut in die FolymerlOsung getaucht. 

Das elektrophoretiscbie System wurde bei einer Spannungs- 
einstellung von ca» 20 kV (ca, 400 V/cm) wahxend des 
DxjLrchgangs betrieben. Die UV-Er fas sung erfolgte mit einem. 
Kratos 783 UV-Detektor fUr KapillarrOhrchenerf assxmg. Das 
Ausgangssignal des Detektors wurde integriert und auf 
einem HP- Integrator/Plotter, Modell 3396A/ auf gezeichnet • 

Das erb.altene Elektropherogramm ist in Fig, 4 abgebildet. 
Die gesamte Laufzeit betrug ca, II Minuten, Die Grofien 
der Fragmente in der fraktionierten Mischung, ausgedriickt 
in der Anzahl ilirer Basenpaare, sind fett gedruckt, Wie 
zu sehen ist/ separierte das Verfahren wirksam Fragmente 
im Bereich von 75 bis ca. 3«000 Basenpaaren und ergab 
deutliciie Spitzen ftir Fragmente im Bereich zwischen 3.000 
und €.000 Basenpaaren. Die Molekulargewichte der Fragmen- 
te wurden dxxrcb. bekannte Standards bestatigt. 

Beispiel 2 
CMCE ohne Polymer im konstanten Feld 

Das in Beispiel 1 beschriebene elektrophoretische Verfah- 
ren wurde befolgt/ mit dem Unterscbied^ daB die ftir die 
Fragmentseparation verwendete TBE-Puf ferlcSsung kein Poly- 
mer enthielt und die Spannungseinstellung ca. 800 V/cm 
betrug. Das Elektropherogramm des fraktionierten DNS- 
S^terials ist in Fig. 5 abgebildet. Im Gegensatz zu den 
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Elektropherogranoaen. In Fig. 4 bewegten sich die kleinsten 
Fragmente am schnellsten zur Kathode/ was amzeigt, dafi 
sich die kleinsten Fragmente tatsfichlich am latngsamsten 
stromaufwarts zur Kathode bewegten« Es gibt keine bedeu-^ 
tende Auflttsung innerhalb der Fragmenten bis auf breite 
GrOfienbereiche, und die Elutionsspitzen aller Fragmente 
lagen dicht nebeneinander « 

* 

Beispiel 3 
CMCE mit 0/1% HMPC im konstanten Feld 

Das in Beispiel 1 beschriebene elektrophoretische Verfah- 
ren vnirde eingesetzt/ mit dem Unterschied/ dafi die CUr 
die Fragmentseparation verwendete Polymerlosung 0,1 Gew.- 
% HPMC enthielt. Das Elektropherogramm des fraktiionierten 
DNS-Materials ist in Fig* 6 dargestellt. Aus dieser Figur 
wird ersichtlich/ dafi die geringere Folymerkonzentration 
eine gate SpitzenauflOsung bis zu FragmentgrOfien von ca. 
10 kB ermoglichte/ mit einem geringen Auf iOsungsver lust 
von Fragmenten mit weniger als ca. 500 Basenpaaren. 

Beispiel 4 

CMCE in Polymer mit 0,25% HEC im konstanten Feld 

Das in Beispiel 1 beschriebene elektrophoretische Verfah^ 
ren wurde eingesetzt, mit dem Unterschied, dafi die ftlr 
die Fragmentseparation verwendete TBE- Polymerlosung 0,25 
Gew*-% Hydroxyethylzellulose (HEC) enthielt. Das HEC- 
Polymer wurde von Dow Chemical (Midlands MI) bezogen und 
hatte eine Viskositat von ca. 0,3 Pa (300 centipoise) in 
einer 2%igen L5sxing bei Raumtemperatur • Das Elektrophero- 
gramm des fraktionierten DNS-Materials ist in Fig. 7 dar- 
gestellt. Interessanterweise zeigt das Elektropherogramm 
eine AuflOsung von Leiterspitzen im GrOaenbereich 2.000- 
8,000 kB, bei schSrferer AuflcSsung der kleinsten Spitzen 
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im Vergleich zixr Separation mit 0,25% HMPCr die in Fig. 4 
dargestellt 1st, Ahnllclie Ergebnlsse warden durch CMCE- 
Fraktionlerung in 0,1% EEC erzlelt, obwohl die AuflOsung 
von Arten xoit hohem und niedrigeffl Molelculargewicht bei 
der hoheren Polymerkonzentratlon besser war» Polymeric** 
sungen aus Methylzellulose (MC) , einschliefllicfa 0, 25 
6ew.-% MC ergaben eine sehr gute AuflSsung der kleineren 
Fragmente (weniger als 500 Basenpaare) « 

Belspiel 5 

CMCE in Polymer mit 1% Dextran im konstanten Feld 

Das in Belspiel 1 beschriebene elektrophoretische Verfah- 
ren wurde eingesetzt/ mit dem Unterschiedr dafi die fur 
die Fragmentseparation verwendete TBE--Polymerl5sung 1% 
Dextran entiiielt* Das Polymer wurde von Sigma (St, Louis, 
MO) bezogen und hatte ein durchschnittliches Molekularge- 
wicht von ca« 150* 000 « Das Elektropberogramm des fraktio- 
nierten DNS-Materials ist in Fig. 6 dargestellt. Die 
Fragmente wurden in dieser PolymerlOsxing weniger gut auf- 
gelOst als in HMPC- Oder HEC-Polymeren. 

Belspiel 6 

CMCE in Polymer mit 1,5% FVA im konstanten Feld 

Das in Belspiel 1 besciiriebene elektrophoretische Verfah- 
ren wurde eingesetzt, mit dem Unterschied, da£ die ftir 
die Fragmentseparation verwendete TBE-Polymerl5sung 1,5% 
Polyvinylalkohol (PYA) enthielt. Das Polymer, das durch 
ein durchschnittliches Molekulargewicht von ca* 125 Kilo- 
dalton und ca. 88% Hydroxylation gekennzeichnet ist, wur- 
de von Scientific Polymer Products (Ontario, New York) 
bezogen. Das Elektropherogrramm des fraktionierten DNS- 
Materials ist in Fig. 9 dargestellt. Die im Fragmentgr<5- 
fienbereich unter ca. 1 kB erzielte AuflOsung stimmte un- 
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gefaiir mlt der flberein, die bei CMCE mlt 0,1% HMPC (Fig. 
6) beobachtet wurde. Fragmente im Bereich von 1036 Basen 
und gr5fier wuxden nicht bedeutend aufgel&st. 



Bei spiel 7 
CMCE in 0,25% HMPC plus Athidiximbromid 

im konstanten Feld 



Die DNZV-Leiterfragmentmischung aus Beispiel 1 wurde mit 
10 AthidiTjmbrottiid auf eine Endkonzentration von 10 ijM Athi- 

ditunbromid gemischt. Die CMCE-Polymerl5sung war^ein TEE-- 
Puffer mit Polymer mit 0,25% HPMC und 10 yM Athidiuasbro-- 
mid. Die CMCE-Fraktionterung wurde wie in Beispiel 1 
durchgefOhxt; die Ergebnisse sind in Fig. 10 dargestellt. 
15 Ein Vergleich. dieser Figur mit Fig* 4 2eigt: eine wesent- 

lich groBere Auflosimg von Fragmenten im GroBeiibereich 
bis zu l-*2 kB und einen geringen Auf losungsverlust bei 
bi^heren Molekulargewiclxten in bezug auf die CMCE- 
Fraktionierung ohne Zwischenmittel. 

20 

Eine almliche elektrophoretische Separation wurde an den-- 
selben partiellen Auf schlufi fragmenten durchgef tlhrt, die 
in einer Polymerlbsung mit 2,6 pM Akridinorange zuberei- 
tet warden. Die Ergebnisse war en denen aimlich, die mit 
25 Athidiumbromid erzielt wurden, und zeigten eine verbes- 

serte Auf lOsung von Arten mit geringerem Molekularge- 
wicbt, 

Beispiel 8 

Vergleich von erzielter Separation mit 0,25% 
30 mit und ohne Athidiximbromid 
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Teilmengen von DNS-Leiterfragmentmischungen mit 

■ 

q>X174/HaeXII mlt (A) \uid ohne (B) 0,5 pM Athidiumbromid 
und (pX174/HaeIII pluis 611 Basenpaare PCR— Fragmente mit 
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(C) xuid ohne (D) 0,5 pM Athidluznbromid wurden zubereitet. 
Die CMCE-Polynierl5sung war ein TBE-Puffer mit 0,5% HEC- 
Polymer iind 0,5 pM Athidiumbromid. 



20 



25 



30 



5 Die CMCE-Fraktionierung wurde mit den Teilmengen A-D wie 

in Beispiel 1 durchgefUhrt; die Ergebnisse sind in Fig« 
IIA-IID dargestellt. Das Elektropherograam in Fig- llA 
zeigt eine deutliche AufI5simg der Fragmente zait 281 und 
271 Basenpaaren, im Gegensatz zu denselben Fragmenten, 
10 die ohne At hid i umhromJ-d (Fig, IIB) fraktioniert warden. 

Ahnlich zeigt das Elektropherpgramm in Fig. llc eine 
deutliche Auflosimg der Fragmente mit 281 und 271 Basen- 
paaren (in der <j>X174--Leitermischung) und der Fragmente 
611 und 603 (in der PCR-Fragmentmischung) i, im Gegensatz 
2u denselben Fragmenten, die ohne Athidiumbromid (Fig. 
IID) fraktioniert wurden. 

Beispiel 9 

Elektrophoretische Separation im pulsierenden Feld 



Die Mischung der partiellen Auf schluB -DNS -Lei ter fragmente 
und Hinf I -Fragmente aus Beispiel 1 wurde wie in Beispiel 
1 in das kathodische Ende eines KapillarrGhrchens ge- 
ftillt. Eine pulsierende Spannung wurde mit einem HP 
3314A-Funktionsgenerator (zur Erzeugung einer Rechteck- 
welle), einem VerstSrker von Krohn-Hite, Modell 7500, und 
einem Hochspannungsumwandler Jefferson Electric erzeugt. 
Die angelegte Spannung hatte eine Spitzenspannung von ca. 
25 kV und eine RMS-Spannung von ca« 12,5 kV, was eine 
angelegte RMS-Spannung von ca. 170 V/cm und eine Impuls- 
freguenz von 650 Hz ergab. Die Stromquelle wurde ca* 45 
Minuten lang in einem In^ulsspannungsmodus betrieben. 



schung genau stromaufwSirts der Erfassungszone. Die Strom- 
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quelle wurde dann bis z\m Ende der elektrophoretlschen 
Separation in einen Gleiclispannimgsmodus xait ca« 12/5 
V/cm umgeschaltet • 

Das mit dem Verfalurexi erhaltene Elektropherograiim ist in 
Fig. 14 dargestellt. Die GrfiBe der Fragmente in der frak- 
tionierten Miscliung, ausgedrtickt in Basenpaaren, ist fett 
gedruckt. Die erhaltenen Spitzenpositionen wurden mit 
denen in Fig. 4 verglichen, was Sp i t z en- Fr agmen tmigr a- 
tionszeiten filr dieselben Spitzen unter Elektrophoresebe- 
dingungen im konstanten Feld ergibt. Die Andenmgen bei 
Spitzenmigrationsgeschwindigkeiten werden als Funktion 
der Grdfie oben in bezug auf Tabelle 2 besprochen. Frag- 
mente tlber 2«000 Basenpaaxe wandern langsamer in einem 
pulsierenden Feld, wahrend kleinere Fragmente in bezug 
auf die vereinheitlicliten Migrationsgeschwindigkeiten in 
einem konstanten Spannungsf eld schneller wandern* 

Beispiel 10 

CMCE aus einstrangiger DNS im konstanten Feld 

Eine Miscliung aus polyA*-01igonukleotiden mit 40-60 Nu- 
kleotiden wurde von Pharmacia (Uppsala, Schweden) bezo- 
gen. Die Oli gonukl e o t idm i s cliung wurde in Wasser auf 350 
Vg/ml aufgel5st. Ca* 2 nl ProbenlOsung wurden durch ein 
an das kathodische Ende des Rdhrchens angelegtes Vakuum 
in das anodische Ende des ROhrchens gezogen, und das Ma- 
terial wurde in einem Polymer mit 0,25% HPMC bei einer 
konstanten Spannung von ca* 140 V/cm f raktioniert • Die 
gesamte Laufzeit bet rug ca. 30 Minuten. Das erhaltene 
Elektropherogramm ist in Fig. 16 abgebildet* Es ist zu 
sehen, daB die CMCE-Fraktionierung jedes der 20 Oligomere 
in der Mischung wirksam aufgelOst hat. Eine Mischung aus 
kleineren Oligonukleotiden im Gr5fienbereich von 19-22 
Basenpaaren wurde mit diesem Verfahren ahnlich aufgeliSst. 
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PATENTANSPRt^CHE 

Ein Verf ahren zur Fraktionieriing einer Mischung nu- 
kl eider Saiiren mit imterschiedlichem Molekularge- 
wichtf aufweisend 

das Laden einer flussigen Probe / die Fragmente nu- 
kleider Saxiren enthait, in ein Ende eines Mikrokapil- 
larrShrchen/ das mit einer fltissigen Elektrolytlosiing 
gefullt ist, wobei die Innenwand des RShrchens nega- 
tiv geladene Gruppen enthalt, ein Ende des Rohrchens 
wird dabei in Verbindung mit der Fllissigkeit in einem 
anodischen Behaiter gebracht/ der eine Polymer I5sung 
aus einem \mgeladenen Polymer enthaltr das ein Mole- 
kulargewicht von mindestens 10*000 Dalton hat, und 
das andere Ende des Rohrchens wird in Verbindung mit 
einem kathodischen Behalter gebracht, und 

das Anlegen einer Spannung zwischen dem anodischen 
und dem kathodischen Behalter, die die PolymerlSsung 
durch elektroosmotischen FluB in und durch das R5hr- 
chen Ziehen kann, bei einer FlxiBgeschwindigkeit der 
Fliissigkeit im Rohrchen, die in Richtung des kathodi- 
schen Behalters groBer ist als die vom Molekularge- 
wicht abhangigen Migrations geschwindigkei ten solcher 
Fragmente nukl eider Sauren in Richtung des anodischen 
Behalters, so daB Fragmente nukleider Sauren mit ho- 
herem Molekuiargewicht sich schneller in Richtung des 
kathodischen Behalters bewegen. 

Verfahren nach Anspruch 1 zur Verwendung bei Verbes-* 

« 

serung der Fraktionierxzng von Fragmenten nukleider 
sauren mit dem gewahlten Molekuiargewicht, das aufier- 
dem die Regelung der elektroosmotischen FluBgeschwin- 
digkeit der Polymerlosiang in Richtxmg des kathodi- 
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schen Behalters oder der Geschwindigkeit der Frag- 
mentmigration durch die Polymerlosung in Kichtxing des 
anodischen Behalters umfaBt^ urn die Dif ferenz zwi- 
sctien der FluBgeschwindigkeit und den Migrationsge- 
5 schwindigkeiten der Fragmente mit dem gewahlten Hole- 

kulargewicht zu verringern xind dadurch die Nutzlange 
des Ilohrchens zu vergrbBern/ iiber die eine elektro- 
phoretische Migration der Fragmente auftreten kann. 



10 3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die Regelting eine 

Verringerung der Konzentration der PolymerlSsung im- 
falit, im vorzugsweise die Bifferenz der Fragment- 
migrationsgeschwindigkeiten von relativ groBen Poly- 
mer en durch das Polymer zu erhohen* 

15 

4» Verfahren nach Anspruch 2r wobei die Fragmente dop- 
pelstrangig sind und die Regelung das Zufugen eines 
Zwischenmittels zu den Fragment en umfaBtr um vorzugs- 
weise die Migrationsgeschwindigkeiten von Fragmenten 
20 mil: geringerem Molekulargewicht durch die Polymerlo- 

sung zu erridKen • 

5. Verfahren nach Anspruch 4, wobei das Zwischenmittel 
aus der Gruppe Athidiunibromid, Akridinorange und 
2 5 Thiazoiorange ausgewahlt wird. 



6. Verfahren nach Anspruch 2, wobei die zwi schen den 

Behaltem angelegte Spannung eine pulsierende Span- 
nung ist und die Regelung die Auswahl einer pulsie- 
30 renden Spannungsf requenz umfaBtr bei der die Migra- 

tionsgeschwindigkeiten der Fragmente mit dem gewShl- 
ten Molekulargewicht gegentiber den Geschwindigkeiten 
in einem konstanten elektrischen Feld derselben Feld- 
Starke erhsht werden. 
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Verfahren nach Anspruch 6^ 



L die Regelung das 

bei einer gewahl 



ten Frequenz umfaBtr die die Separation von Fragmen- 
ten der gewahlten GrSBe von groBeren Fragmenten ver- 



nimg und einer zweiten, unterschiedlichen Frequenz^ 
die die Separation von Fragmenten der gewahlten GrSBe 
von 
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Verfahren nach Anspruch 6^ wobei die Fragmente nu- 
kleider Sauren zwischen 100 xind 2*000 Basenpaaren 
groB sind und die Frequenz der angelegten pulsieren- 
den Spannung ca» 100-500 Hz betragt. 



15 9. 



Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Polymer ein hy- 
droxyliertes Polymer mit ein^ Molekulargewicht von 
mindestens 50.000 Dal ton ist. 
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10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei das hydroxylierte 
Polymer ein Poiysaccharid isr, dessen Molekularge-- 
wicht mindestens ca. 50.000 Dalton berragt- 
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11. Verfahren nach Anspruch 10^ wobei das Polymer ein 
wasserlosliches Zellulosederivat ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 1, zur Verwendung bei der 
Fraktionierxing doppelstrangiger Fragmente nukleide; 
Sauren im GroBenbereich von ca. 20 bis 5.000 Basen- 



paaren, das aixBerdem das Zufugen eines Zwischenmit 
30 tels zu den Fragmenten vor der Ladung umfaBt* 



13. Verfahren nach Anspruch 1, das auBerdem den Nachweis 
der Anwesenheit von Fragmentfaandem an einer bestiima-- 
ten Position neben dem kathodischen Ende des R6hr- 



Chens umfafit, indeni eine optische Eigenschaft der 
Tragmente Im Rohrchen gemessen wird. 

14 » Verfahren nach Anspruch 13, zur Verwendxing bei der 



ner DNAr^Probe, das axiBerdem ein Auf schliefien der Pro- 
be mit elner Oder zaebx ausgewaiilten Restriktions- 
Endonukleasen xxxafatfit* 



10 15- Verfahren nach Anspruch 13 , zur Verwendung bei der 

Identifiziertang eines Fragments mit einer ausgewahl- 
ten Zielsequenz von Basispaaren in elner Mischung aus 
DKA- Fragment en ^ das atifierdem eine Hybridation des 
Fragments mit einer einstrangigen nukleiden Saureson- 
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de umfa&t, die eine Sequenz enthalt, die komplementar 
zur Zielsequenz ist, sowie den Nachweis des Fragments 
mit der Zielsequenz auf der Basis seiner Bindung an 
Sonde . 



20 16, Verfahren nach Anspruch 13^ zur Verwendung bei der 

Bestlmmung eines einstrangigen Fragmenrs nukleider 
Sauren, das axifierdem die Bearbeitung des Fragments 
lamfalit/ um vier Satze zuf allsbegrenzter Fragmente zu 
erzeugen^ die an einer der Basen der nukleiden Sauren 
enden, und durch diesen ISIachweis die Migrationsge- 
schwindigkeiten jedes der Fragmente in jedem der vier 

ze zu 
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